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1. 還元末端の新しいラベル化 (BXH-SG) による可視化法









器 (AmikaCorp.，) を用いて蒸留水に対して 12時間透析する。透析膜には再生セル
ロースとアセチルセルロースがある。有機溶媒には前者、透析したい物質の分子量分
布を狭めたいならば後者を使う。






③ あらかじめ内壁を濃硝酸で洗浄したガラス試験管中に、 1mlの微結晶懸濁液と 50μlの
酢酸を入れる。以降の操作は水分の混入を避けるため、できる限り素早く行う。まず











⑥ DWで 2，3回水洗が済んだら PBS(10mMリン酸緩衝液・ pH7.0、O.15揺NaCl、0.5弘アル
ブミン、 0.0開 Tween20つに溶媒置換し PBS中に微結品を懸濁させる。遠心を用いて行
う。なおバッファーは同じ濃度の TBS(トリス緩衝液〉でも可である。
⑦ 硝酸洗浄したガラス試験管に 0.99mlの懸濁液を取って入れ、 370Cで 30分間処理(ブ
ロッキング処理〉。





(50滋躍りン酸緩衝液・ pH7.0、0.05覧Tween20*、O.01% NaN3) を加えて遠心水洗。次に
DWを注いで遠心水洗し、再びDWを注いで、完了。この時の遠心水洗は 100rpmでも可能。






















































































民3 s・キチンのラベル化実験 a-c:前処理なし d-e:過ヨウ素酸処理
-5僻
I1. 天然ミクロフィブリル構造の解析と合成方位
。"キチンの重合方位に関する論文 (Sugiy翻 a，J.， Boisset， C.， Hash泊10to，M.， and Watanabe，主






致する〉であり、合成方位に関してはセルロースの場合 (Koyama，M.， Helbert， W.， Imai， T.， 
Sugiyama， J. and Henrissat， B. (1997) Parallel-up s仕切れlreevidences the molecular directionality 
during biosyn血esisofbacterial cellulose. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 94，9091・9095.)と同様に重
合が非還元末端で起こることが示された。現在投稿準備中 (TomoyaImai， Toshifumi Yui， 
Takeshi Watanabe and Junji Sugiyama， Refmed parallel叩 structureof s曲ChitinC巧rs肱1)である。










































ノレロー ス Iから得られる IIは分子鎖が平行
鎖構造であると結論されている。今回の実験

















が分子鎖の認識に影響を及ぼすことが示唆された。現在投稿中 (Eva阻LenaHuIt， Fuminori 
Katouno， Taku Uchiyama， Takeshi Watanabe and Junji Sugiyama， Recognition of Molecular 











が示された(図 10)。現在投稿中 (JanneLehtiδ， Junji Sugiyama， Malin Gustavsson， Linda 
Fransson and Tuula T. Teeri， The bind泊gspecifici句rand affmi句rdeterminants of the family 1 
cellulose由bindingdomains from Trichodermαreesei Cel6A and Cel7 A)である。
















































1. Imai， T.， Watanabe，主， Yui，工， and Sugiyama J. (2002) Directional degradation of s-chitin by 
chitinぉeAl revealed by a novel reducing end labelling technique， FEBS Let乙510，201圃205
2. Uchiyama，工， Katouno， F.， Nikaidou， N.， Nonaka， T.， Sugiyama， J. and Watanabe，主 (2001)，
Roles of the Exposed Aromatic Residues in Crystalline Chitin Hydrolysis by Chitinase A from 
Serratia marcescens 2170， J.Biol. Chem 276(44)， 41343-41349. 
3. Watanabe，工，Ishibashi， A.， Ariga， Y.， H部h泊oto，M. Nikaido， N.， Sugiyama， J， Matsumoto， and 
T.， Nonaka，主 (2001)Trp 122 and Trp 134 on the surface of the catalytic domain are essential for 
crystalline chitin hydrolysis by Bacillus circulans chitinaseAl. FEBS Lett. 494， 74皿78
4. Wada， M.， Heux， L.， Isogai， A.， Nishiyama， Y.， Chan勾~ H. and Sugiyama， J.(2001) Improved 
s甘ucturaldata of cellulose II prepared in supercritical ammonia. Macromolecules， 34， 1237睡1243
-13・
